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論文内容の要旨
内分泌撹乱物質問題は、 “ Our Stolen Future" などで報告された外因性化学物質によって生じる生態の生殖への
不可逆的な悪影響を危倶する点に起因する。この問題を解決するためには、環境中に排出される可能性のある化学物
質すべてに対して検討を行う必要がある。しかしながら、現状ではそのすべてにおいて徽密な毒性評価を行うことは
不可能であり、効率的なスクリーニング手法を用いた多段階的なリスク評価が必須である。こうした中、内分泌撹乱
物質のその標的と考えられる核内受容体群への影響評価が、近年行われてきている。当初、発生・生殖に関わる受容
体としてエストロゲンやアンドロゲンといった性ホルモン受容体について評価が行われてきたが、現在ではヒトで 48
種類存在するヒト核内受容体すべてについての検討が必要とされている。
本研究では、これらのヒト核内受容体に対する影響を検討するため、他種類の核内受容体のリガンドを効率的にス
クリーニングできる試験系、 CoA-BAP system を開発した。次に、確立した 14 種類の核内受容体リガンド試験系を
内分泌撹乱作用の疑われている物質 40 種類に適応し、その影響を検討した。そして、この過程で陽性物質として得
られた有機スズ、化合物について、マウス前駆脂肪細胞株 3T3-L1 cell を用い、核内受容体活性化能についてさらに詳
細な検討を行った。
本研究にて核内受容体リガンドの新規スクリーニング手法として開発した CoA-BAP system は、核内受容体による
リガンド依存的転写制御機構の最初のステップである、核内受容体リガンド結合領域 (NRLBD) と TIF2 などの p160
ファミリーを含む転写共役活性化因子の核内受容体相互作用領域 (NID) とのリガンド依存的な相互作用を利用して
いる。 CoA-BAP system は検出系としてアルカリフオスファターゼを用い、 bacterialalkaline phosphatase (BAP) 
を融合させたヒト TIF2 NID の組み換え蛋白質を検出剤として用いる点が特徴的である。さらに NR LBD をマイク
ロプレート上へ固定化することで、ハイスループットスクリーニングへの適応を行った。その結果、一度に数百から
数千サンプルというような多検体のスクリーニングを行うことが可能な、迅速・簡便でかつ、低コストに再現性の良
いデータを得られる試験系を開発することができた。
CoA-BAP system の検出感度について既知リガンドを用いて検討したところ、多くの受容体においてナノモルレベ
ルで、の低濃度領域から検出を行うことができた。低親和性のリガンドしか知られていない、胆汁酸受容体である FXR
のような場合でもマイクロモルレベルで、の検出を行うことができた。こうした既知リガンドにおける検出感度は既存
の ln げtro手法と比較しても遜色ないものであり、内分泌撹乱物質のような外来性化学物質の評価についても適応で
きると考えられた。そこで、環境省によりリストアップされた内分泌撹乱作用の疑いのある物質のうち 40 種類につ
いて、 CoA-BAP system を適応した。その結果、ノニルフェノールやオクチルフェノール、マンネブ、マンゼブ、フ
タル酸ベンジルブ、チル、リンデンは複数の核内受容体に対する作用が認められた。これらは一つ一つの受容体に対す
る親和性は弱いながらも、 ln V1VO において相加的な効果の現れる可能性も考えられるため、今後の検討が必要である。
一方で、有機スズ化合物であるトリブチルスズ (TBT) は RXRs、 トリフェニルスズ (TPT) は RXRs と PPARγ に
対して既知リガンドと同程度の親和性を示すことが明らかとなった。これら有機スズ、化合物について、特定の受容体
が標的となる報告はこれまでに無いため、 CoA-BAP system 以外の系として培養細胞を用いたレポーター遺伝子試験
を用いて、核内受容体活性化能について検討した。 GAL4 レポータープラスミドをレポーターとして用いて、有機ス
ズ化合物の転写活性化への寄与を検討した結果、有機スズ化合物は TPT、 TBT どちらにおいても RXRα 、 PPARγ 依
存的な転写活性化能を有していることが示された。 TBT における結果が両 Ùl vitl'o の試験系にて異なるものとなった
が、これは CoA-BAP system に用いている転写共役活性化因子が TIF2 一種類であるのに対して、培養細胞内には複
数存在していることが原因として考えられた。この点は転写共役活性化因子の種類を変更することで CoA-BAP
system でも対応できると考えられる。
次に有機スズ化合物による RXR、 PPARγ の活性化を生理的機能の側面から検討するため、マウス前駆脂肪細胞株
3T3・L1 cell を用いてその影響を観察した。 3T3-L1 cell は PPARγ/RXR ヘテロダイマーの活性化によって成熟脂肪細
胞へと分化することが分かつており、有機スズ化合物添加による脂肪細胞分化への影響を脂肪滴の蓄積、分化マーカ
ーの検出によって検射した。その結果、 TPT、 TBT はともに 10 nM-30 nM 程度の低濃度領域から 3T3-L1 cell の成
熟胎肪細胞への分化を誘導・促進することが明らかとなった。さらに PPARγ を活性化させた 3T3-L1 cell を用いて、
PPAR によって転写制御を受けることが知られている遺伝子群についてその mRNA 発現量を検討した。その結果、
ACS、 LPL、 LXRα については TPT、 TBT の 100nM 添加において、 10nM 添加では増加した mRNA発現量の減少
が認められた。この mRNA の減少は PPARγmRNA発現量の減少と相関しており、直接的な PPARγ の作用である
と考えられた。 TPT、 TBT 100 nM 添加における ACS の挙動は PPARγ リガンド過剰量添加における報告と類似し
ており、 Rosiglitazone 100 nM添加時と比較して同濃度の TPT、 TBT 添加時に PPARγ の活性化がより強く起こっ
ている可能性が考えられた。一方で CD36、 RevErbAα 、 aP2 について TPT、 TBT 添加においても濃度依存的に mRNA
の増加が認められた。これらの遺伝子発現については PPARγ 以外の転写因子による転写制御も受けていることが考
えられた。
今後は、本研究で開発した CoA-BAP system の活用により、核内受容体のリガンドスクリーニングが容易なものと
なり、その受容体の転写調節機構解明の一助となるに加えて、内分泌撹乱物質問題解決への強力なツールとしての展
開が期待される。
論文審査の結果の要旨
内分泌撹乱物質に関する最大の課題はその作用発現機構の解明で、ある。金山君は、核内レセプターを介する機構に
着目し、 14 種類のヒト核内レセプターに対するリガンド活性を検出できる CoA-BAP システムを開発し、感度・精度
ともに既存の検出法とほぼ同等で、より簡便に安価に迅速に検出で、きることを示した。本システムを用いて、内分泌
撹乱作用が疑われる化学物質 40 種類についてアゴニスト活性を網羅的に検索した結果、ノニルフェノール、フタル
酸ベンジルブチル、リンデンなどが複数のレセプターと反応することを見出した。これは生体内でこれらの物質は同
時に複数のレセプターを介して作用を発現する可能性を示すものである。さらに、有機スズ化合物のトリフェニルス
ズとトリブチルスズが RXRs と PPARγ に高い親和性を示すことを明らかにした。これに基づき有機スズ化合物の作
用について前駆脂肪細胞株を用いて分子生物学的に検討し、分化の誘導・促進効果を示すことや PPARγ の活性化作
用は陽性対照物質と同程度であることなどを明らかにした。
以上のように、金山君は内分泌撹乱物質の簡便な検出手法を開発するとともに、その作用発現機構の一端を解明し
たものであり、その成果は社会的にも学術的にも高く評価され、博士(薬学)学位論文として充分価値あるものと認
められる。
